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ブラ ウ ン 細胞破壊器に よ っ て えら れ る ス トレ プ トリ ジ ン S (str eptolysin S,S L S) 産生溶連菌の 無
細胞抽出液 (c ellfre e e xtra ct, C F E) の 中の 溶血物質 (intr a c ellula rhe m olysin, IC H) は菌を リボ核酸
の ribon u cle a s e- r e Sista nt fra ction (R Na se c o re) 加培地中で培養 する と S LS産生が増加す るの に 逆
相関してIC H は減少 して い た. C F Eを R Na s e c o reと共に Be mheim er,s ba s al m ediu m 中で 37
0
C に静
置す ると, IC H のm oiety が R Na se c o reに 移行結合す る とさ れ てい る 如く, R Na s e c o re- IC H を形成
し溶血活性も約5倍増強 した. こ の溶血活性増強は CF Eの遠心沈澱物 を加 える ことで さらに 高まっ た . R Na s e
co re
-I C H はカ ラム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー およ び熱安定性 に 関する実験で は S L S と似た性状を示 し,I C H と
異な っ て い た . また ,ICH に は全く 影響 を与 えな い ヒ アル ロ ニ ダ ー ゼや α -アミ ラ ー ゼ に よ っ て R Nase c ore
-IC Hの 溶血清性 は S LS と同様 に 減弱 したが , バ リ ダ ー ゼ, キモ トリ プ シ ン や トリ プ シ ン に よ っ てI C H と
同様な影響 をう けた . 予 め 37
0
C の加温 処理 を行 っ て溶血活性が消失 した C F Eに RNa s e c o r eと A T P を加
えて 37
0
C下に お くと 再び溶血活性が み ら れ, あ らた に IC H がつ く られ た も の と想定さ れ た. 以上 の こ とか
ら菌体内で合成 ･ 貯蔵され た IC H は細胞壁介在 の もと で R Nase c ore と結合 し溶血 活性の 強 い 熟安定性の
S LS を産生する と共 に , R Na s e c o r eは これ ら の 過程 を促進す る と考 えら れた .
Key w o rds He m olytic str epto c o cci, Intrac ellula rhe m olysin,
Streptolysin S, R N A
A群溶連菌の 溶血 毒素he m olysinに つ い ては菌体外溶
血毒素と菌体内溶血毒素に 大別され て い る が, こ れ に
属しない 溶血毒素も報告され て い る. ま た, 溶血 毒素
はその性状に よ っ て 酸素 に 安定なス トレ プ トリジ ンー S
(streptolysin S, 以 下 SL S と略) と酸素に 不安定 な
スト レプ トリ ジ ン 0(str eptolysin0, 以 下 S L O と略)
に分けられてい る
. 菌体外溶血毒素の S L Sに つ い ては,
1940年 O ka m otol)が リ ボ核酸 を培地 に 加 える こ と で
SLS が著しく増産 する と い う ｢核酸効果(R NA岬effe c
t)｣を発見して 以来研究 は急速 に 進展 し た が, リボ核酸
による増産 機構 に つ い て は今日ま で 全く不 明 の ま まで
ある
.
叫 方, 菌体内溶血毒素に 関す る研究も数多く あ
り, 菌体内溶血毒素 (intr a c ellularhe m olysin, 以下
ICH と略) に 対す るリ ボ核酸な どの 影響 に つ い て も検
討され, 菌体内溶血毒素に つ い て は次第に 明ら か に さ
れ つ つ あるが 尚不明 の 点が 多く , こと に S LS とI C H な
らび に その 他 の 溶血毒素と の 関係, お よび この 際に お
ける リ ボ核酸 の意義な どに つ い ては 全く不 明で あ る.
本論文 は こ れ らの 点を明 らか に する た め溶連薗の 無細
胞抽出液 を用 い て 実験 を行な い , 核酸効果に お ける リ
ボ核酸の 意義 に つ い て検討 を行 っ た .
材料お よ び方法
1 . 溶連菌株
教室保存の A 群清適薗Su株(A T C C 21060, ty pe3,
S L Sお よび SLO を産生. 以下単に Su 薗と略記)お よ
び C 203 U株(ty pe3, S LO の み を産生, 以下 C 203 U
菌と略記) を使用 した. 両薗の 継代培養に は普通肉汁
ブイ ヨ ン (pH 7.2) を用 い た.
2. 3% 酵母エ キ ス 培地
Effect of Ribo n u cleic Acid on Str eptolysin S Form ation ･ Yoshin o ri Hayashi, Depar
-
tm e nt of P ha r m a c olog y, Scho ol of Medicin e, Ka n aza w aUniv ersity･
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Sakur ai ら2)の 方法 に よ っ て作製 した. す な わ ち, ビ
ー ル 酵母 エ キ ス P 2 G(エ ビ オ ス 薬品工業 K.K)30g を
蒸潜水 1,000mlに溶解 し, pH を草性ソ ー ダ液に て 7･4
に 調製 した の ち, 100
0
Cに 60分間加熱 し, 折紙 に て炉
過 した炉液の pH を再調整後更 に 100
0
C 30分間加熱 し
3回折過 を行っ てか ら 500ml宛 に 分注滅菌 した . 培地
は実験 の つ ど作製 した .
3. 前培養培地
3%酵母 エ キス 培地 25mlに普通肉汁ブイ ヨン 25ml
を加えて滅菌 した も の を前培養培地 と して用 い た.
4. 培養方法
前培養培地 50mlに Su 菌ま た は C 203 U菌 の 普通
肉汁ブイ ヨ ン培養液1 ml を接種 し, 37
D
C で 18時間培




5. 溶連菌の無細胞抽出液 (c e11 fre e e xtr a ct, 以
下 C F E と略) の 作製
Shoin の 方法3)に よ っ て C F E を作製 した｡ す なわ ち,
倶試菌の 3% 酵母 エ キス培 養液 500ml を低温下で遠心
し, 沈澱 した 生菌体を冷生食水で 2 回洗源 した の ち20
ml の冷蒸溜水 に 浮遊 した. こ の 浮遊液 を細胞破壊用 ガ
ラ ス 瓶(ブ ラ ウ ン社製, 容 量50ml)に い れ , こ れ に ガ
ラ ス 粒 (ブ ラウ ン社製, 直径 0.10～ 0.11m m)30g を
加 えてセ Jレホモ ジナイ ザ ー (ブ ラ ウ ン社製) に て炭酸
ガ ス噴霧下で 4,000rpm 2 分間2回計4分間 ホモ ジナ
イ ズし た. つ い で ホ モ ジネ
ー ト液 を ガラ ス 炉過半 G 2
で炉過 し, ガ ラ ス 粒を除い た 炉液 を遠心 (500×g, 15
分間)して えた上 浦液 を C F E と して 用い た. こ の C F E
を遠心 (20,000×g, 2q分間) して えた上 清液 を CF E
- S, 沈澱物 を CF E- P と した. C F E-P は冷蒸溜水で
洗練した の ち適量な蒸溜水 に 浮遊 して実験 に 用 い た.
6. リボ核酸の 分画標品 (ribo n u cle as eTr e Sista nt
fra ctio n, 以下 R Na se c o r eと 略)
Ber nheim er& Rodbar･t4)の 変法 に よ り R Na s e c or e
を作製し た. す なわ ち, 酵母リ ボ核酸(メ ル ク社)100
g を蒸溜水750mlに 溶解し, 炭酸ソ ー ダ液で pH を 7･8
に調製したの ち更に 蒸溜水 を加えて全量 を1,000mlと
した. これ に リ ボヌ ク レ ア ー ズ(5 回結晶, N B Co)100
m g を加 えて室温に pIi 7.4 から 7･6 に保ちながら 24時
間静置 した . つ い で同溶液に 酪酸ソ ー ダ100g を加 えて
溶解 したの ち99% エ タ ノ ー ル 740ml を加 え, 生じた沈
澱 を遠心 に よ り集め, エ タ ノ ー ル で 洗源後乾燥 したも
の を RNa o e c ore と して 実験 に 用 い た.
7. R Na s e c or eの 分画標品
0.1 M リン 酸緩衝液(pH 7.0) 処理 D E A E
- セ ル ロ
ー ズ カラ ム (2 × 9 c m) に 10%R Nas e c o re水溶液1
ml を吸着させ た の ち, 各種濃度の 塩化ナ トリ ウ ム ー リ
ン酸緩衝液 に て 階段的に 溶出 を行 っ た. 塩化ナトリウ
ム O･4 M, 0･5 M, 0･6 M な らびに 1･O M液 にて溶出
した 溶出液を蒸溜水に 対 し透析後凍結乾燥を行い, そ
れ ぞれ の 分画標晶 を 0.4 M, 0･5 M, 0 ･6M お よび1.O
M R Na se c o r eと し た.
8. 酵 素
ト リ プ シ ン (2.000u nit/g, 和光純薬工業 K K), パ
パ イ ン(和光純薬工業 K K), バ リダ ー ゼ(Lede rleJapan
L T D), α P キ モ トリ プ シ ン(BovinePa n cr e as, P-L
Bio che mic als,In c), ナ ガ ー ゼ(Naga se, Bio chemic al
L T D), プ ロ ナ ー ゼ P( 科研化学K K) お よび α - アミ
ラ ー ゼ (和光純薬工業 K K) を リ ン酸緩衝液(pH 7.Q)
に 0.1%に 溶解 した 液を 実験 に 用 い た. ヒアル ロ ニ ダ ー
ゼ(100 T R V/A mp, 天 野製薬 K K ) は 100 T R Uを0.4
ml の リン酸緩衝液 に 溶解 し て実験 に 用 い た.
9. Be rnheimer
,
s Ba s al Mediu m
Be rnheim e r
,
s Ba s al Mediu m5)(B B M と略記) は
マ ル ト ー ズ 675mg, 20%リ ン酸≠カ リ ウム 液(苛性ソ
ー ダ液に て pH を7.0 に 調整)6 ml, 2% 硫酸マ グネ
シ ウム 液12ml を蒸潜水 66mlに 溶解 した もの で ある
が , 本実験で は マ ル ト ー ス 675m g, 20%リ ン 酸-カリ
ウム 液 6 mlお よ び 2%硫酸 マ グネシ ウム 液 12ml を蒸
潜水 24mlに 加 え た 2 倍濃縮 B B M(× 2 B B Mと略
記) も用 い た.
10. S LS標 品
1%R Na s e c o r e加普通 肉汁ブイ ヨ ン培地に Su菌を
接種 し て 37
0
C で 30時間培養 し, 同培 養上 清液より
S hoin6)の 方法 に よ っ て Streptolysin S A-Ⅰ (S LS A
- Ⅰ と略記) 標品を分離 し実験 に 用 い た.
11. 静菌法 に よ る S L S産生試験
3% 酵母エ キス 培地培養Su 菌を集菌洗練後,培養液
の 1/20容量の 0.1% R Na se c o r e-B B Mに浮遊させ,
同浮遊液 を 37
0
Cで 静置 し, 2時間後に 同浮遊液を遠心
し て えた上 清液を静菌法に よる S LS液と して実験に用
い た .
12 . 溶血試験
被検液 の 生食水に よ る 1 ml宛の 倍 下稀釈液列を作
製 し, こ れ に 1 mlの 3%人 血 球浮遊液を加えて37
0
C2




で 表示 した . 本 実験 で は一日r一 般 に C F E lml またはC FE
-S lml に 対す る H U で表示 した.
成 績
1 . 菌体内洛血物質ICH に 関す る実験
3% 酵母 エ キス 培地(Y E培地)500mlで培養
したSu
菌よ り作製した C F Eお よびこれ を遠心 した上清液
(C F E











ス ト レ プ ト リ ジ ン ー S形成 に 及ぼ す リ ボ核酸の 影響 に つ い て
りの沈殿物を 10ml の蒸溜水に 浮遊させ たも
の)に つ い
ての溶血試験成績は表 1の 如く CFE は同液中に存在す
るICIi のため1,85
6 Ii U/ml と最も溶血 活性が強く,
っいで CF E-S(1,408 H U/ml), CF E- P (180 H U/
ml)の膜であり, IC H は CF E-S に 存在 す る こ と がみ
とめられた.S LS産生能 を有しない C 203 U菌の C F E,
cF E
- S およびC F E-P に は い ずれも 溶血活性 をみ と
めなか っ た .
2 . 培地付加 RNa s e c o reのIC Hに 対す る影響
R Nas e c o reを予め 1%と 0･2%に 付加 して お い た
YE培地で Su 菌 を培養す る と, 表 2に 示 し た如く その
培養上清液 に は S LS産生 に よる 強い 溶血活性 が み ら
れ, R Nas e c o r el%付加 で は 非添加 (対照)の 約
机 00倍 ル 2% 付加で は約 8,000倍の溶血 活性が認め
られた. しか し, これ ら菌の IC Hの 溶血活性 は R Nas e
c oreの濃度と逆相関 して, 0･2% 付加で は対照の 約 1/
2, 1% 付加では 1/7 と減少 して い た. こ の培養実験で
の成績に 対し,Y E培地 2,000ml で培養 した Su 薗 を4
Tablel. Testfor he m olytic a ctivity of C F E,
C F E･S a nd C F E-P
So urc e of C F E*
He m olytic activity(H U†/mi)of
CF E CF E･S** CF E･P輌
Gro up A strepto c o c ci
Su str ain(Su c o c ci)
Gro up A strepto c o c ci
C2(】3U
1,8 56 1 ,408 180
0 0 0
†On ehe m olytic u nit(1rI U)isthe a m o u nt of
hemolysin c a u sing5O% he m olysis of 3% hu m a n
erythr o cyte s u spen sio n u nde rthe stated c o ndi
-
tioIl.
* C F E:Cell fr e e e xtra ct ofstr epto c o c ci ho m ()-
geniz ed by Br a u n
'
s cel ho m oge niz e r.
** C F E-S:Superpatant oflO mlof C F E
榊 C F E-P:Pre cIPitate of lO mlof C F E;C F E-P
W aS StlSpe nded in lOmlof distilled w ate rinthis
e Xperlm e nt.
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等分 し, 一 部は その ま ま C F E を作製 し,残 り 3部の Su
菌 を0.1%R Na se c o r e- B B Mに 浮遊させ て静菌状態
下で の S LS産生実験を 1回 , 3回 お よ び 5 回行 っ た の
ちそれ ぞれの 菌体か ら作製した C F E の溶血試験成績お
よび各 SLS 産生実験での上 清液の溶血試験成績は表 3
に 示 した如くである. S L S産生 は静菌状態での産生実
験回数が増加す る に と もな い 減少 し, 上清液の 溶血活
性は 1回目 の 645 H U/ml か ら 3回 の S L S産生試験 で
約1/3 に 減少し たが , 3 回目以後は左程の減少は な く
3回目 と 5 回目 で はほ ぼ同 じで あ っ た . こ れ に 対 し,
産生実験 を行 な わ なか っ た菌, な ら び に 1 臥 3 回 お よ
び 5回S LS産生実験を行 っ た菌の IC Hの 溶血活性 に
は差は全くみ ら れ ず, SLS塵生 0回の薗と 5回の 薗と
で もIC H溶血活性 は同じ であり,IC B は静粛状態での
S L S産生 によ り影響 をうけ なか っ た .
3 . R Na se c o r eの I C H溶血活性 に 及 ぼす影響
低湿下で Su 菌 C F E(2,800 H U/ml) 1容量に 10%
R Na se c o re液 0.2容量お よ び × 2 B B M液 0.8容量
を加え て 37
0
Cに イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した混合液から 定
時的に 混合液を採取 して行 っ た溶血試験の 成績 を図1
に 示 した.
R Nas e c o r eを加え ない(C F E l容量+ ×2 B B M液
1容量) で は静置時間の 経過と共に 溶血活性は急速に
低下 し,30分で は1/28の 105 H U/mlに,60分で 1/350
の 8 H U/mlに 減弱 し, 2時間で は溶血活性 は完全に 消
失 した. こ れ に 対 し(CF E+ R Na se c o r e十 ×2 B B M)
で は 0分で溶血活性は す で に 4,800 H U/ml と増強し,
以 後時間の経過 と共に 増強 して 30分か ら 60分 に か け
て最高とな り, RNa sec o r e付加前の 約 6倍の 17,920
H U/ml となっ た . 60分以 後で は溶血活性 の低下が みら
れた が , しか しそ の 減弱度 は僅か で あり, 5時間後で
も その 溶血活性 は 6,240 H U/ml と R Na s e c o r e付加
前 の C F Eの 2.2倍, 付 加 直後 の 1 .3倍 で あ っ た .
Table2. Testfo rhe m olytic a ctivity ofsuper n at nt of broth c ulture and
IC H* of he m olytic strepto c oc cistr ain (Su c o c ci)
.iu m inw hich
re c ultivated
He m olytic a ctivity(H U/ml)of
Super
･
n ata nt of IC Hof Su c o c cigro w n
c ultu r e in cultu re m ediu m










I C H:Intra c e11ula rhe m olysin
* *
R Na se c o r e :Ribon u cle as e resista ntfr a ctio n of R N A
Cultu re m ed
StlC O C Ciw e
3% Ye a stex
0
.2% R Na s e
Ye a st e xtr a c
1% RN a se c
Yea st e xtr a
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(C F E + R Na se c o r e+ ×2 B B M) 混合液中の R Na se
c o re濃度を色 々か え て行っ た溶血試験の成績は表 4 に
示 した如く , R Na se c o r e濃度が 0.5%で は溶血活性の
増強経過は 1% と同様であ っ た が , イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ
ン 時間が 0分,30分お よ び60分の い ずれ に お い て もそ
の溶血活性 は 1% 濃度の溶血活性よ り低 か っ た . 作用
濃度が 0.2%およ び0.1%で は両者は似た溶血活性の変
化を示 し, R Na s e c o r e付加直後 (0分) で は混合液
の 溶血活性 は(C F E 十× 2 B B M) 液よ り強い か同等で
あっ たが , 37
0
Cに イ ン キ ュ ベ ー 卜す る と時間の経過と
共 に減少 し,60分で は R Na s e c o r e濃度0･2% で 1/1･2
に , 濃 度 0.1% で は 1/3.1 に 減 少 し, そ の 減 弱度 は
R Na s e c ore が 低濃度ほ ど強 か っ た . こ れ に 対 して
RNa s e c o re非添加 の (C F E +× 2 B BM) の溶血活性
減弱度は さら に 急で 60分で溶血活性は ほとん ど消失し
た.
R Na s e c o r eを D E A E- セ)L/ロ ー ズカ ラム クロ マ トグ
ラ ム で 分画溶出 した各分画標品お よ び末処置 R Na se
c o r eを 1%の 濃度に (C F E l容量 + × 2 B B M l容
量) 液に 加 えて 37
0
C で 60分間イ ン キ エ ペ ー 卜 して行 っ
た溶血 試験 の成績 は表5 に 示 した 如く, C F E の1,344
HU/ml より溶血活性 が増強 した の は 0･6 M R Na s e
c o reおよ び 1.O M R Na s e c o r eの み で, 0.5 M R Na se
c o reでは溶血 活性は認め られ たが C F Eに 比べ て 1/4.2
と弱く, その他の 分画標品で も溶血活性増強作用 は弱
く, 末処置 R Nas e c o reの 1/4 な い し1/5 であっ た .
4 . R Na s e c o reのI C H溶血活性増強作用 に及 ぼす
Be rnheim e r
7
s Ba s al Mediu m の 影響
R Na s e c o reの ICH 溶血活性増強 に 関す る実験で の
Be rnheim e r
,
s Ba sal Medium (B B M) の組成 は, リ
ン酸 - カ リ ウム , 硫酸 マ グネ シ ウ ム , マ ル ト ー ス お よ
び蒸溜水であ り, これ ら各組成分の影響 に つ い て 試験
した . す なわ ち(CF E l容量+10%R Na se c o reo.2容
量) に完全 ×2 B B M(対照)お よ び 1組成分または2
組成分 を除 い た 不完全組成 B B Mを 0･8容 量加えて
37
0
Cに イ ン キ エ ペ ー 卜 し, 定時的 に被検液を採取し溶
血試験 を行 っ た. そ の成績は表 6 に 示 した如くである
.
(C F E+ R Nas e c o r e十 生食水) で は 30分で若干溶
血活性は増強 し,60分 では 0分時の 1/1･5 に低下した.
こ れ に対 し, (C F E+ R Na se c ore+B B M またはその
成分) で は 60分で 30分 と同等ま た はさ ら に増強した
の は完全組成 の B B M, (リ ン 酸 一 カ リ ウム +硫酸マ グ
ネ シ ウム), (マ ル ト ー ス + リ ン 酸 一 カ リ ウム) あるい
は リ ン酸 一 カ リ ウ ム を含む 4被検液で, そ の 増強度も
工n 亡 uba ti⊂爪 t lm e of a mix tu r e (m in ute s)




_ → 且 m ix tq r e of CF Ea nd 】く2
- B B M
Fig. 1. Cha nge of hem olytic a ctivity of
a mixture
of C F Ea nd R Na se c o r e
Table 3. Te stfo rhe m olytic a ctivity of I C Hof Su c o cciafter streptolysin S
pr odu ctio nin r e sting cellsyste m
Number oftim es of He m olytic a ctivity(HU/ml)of
Str eptOlysin S
pr odu ctlO n
supe rn ata nt I C H
0 1,772
ロ 645 2 ,048
3 192 1,843
5 162 1,867
Su c o c ci ha rv ested fr o m3% yeaste xtr a ctbr oth w er e su spe nded in1/20volu m e of
O.1% R Na se c ore ･B B Mand incubated at37
0
C. After2 ho u rin c ubatio n, the s u s
-
pe n sio n w a s c entrifuged andthe s upe rn at nt w as u sed fo rhe m olytic a ctivity test･
T he s edim e nted c o c ciw ere u sed fu rther mbr e3 a nd 5tim e sfo r str eptolysinS pro-
du ctio nin r esting c ellsystern aSthe abo v e.
ス ト レ プ トリ ジン ー S形成 に 及ぼ す リ ボ核酸の 影響に つ い て
BB M> (マ ル ト ス 十 リ
ン酸 【 カ リ ウ ム)> リ ン酸 一
ヵリウム > (リ ン酸
一 カ リウ ム 十 硫酸 マ グネ シ ウ ム)
であり, これ ら に は リ ン 酸
一 カ リ ウム が 共通 して み ら
れた. これ に 対しリ ン酸
- カ リ ウム を含 ま な い 他の被
検液では 30分で若干の溶血活性増強をみ たが ,60分
で
はい ずれも 0分時よ り溶血力は低下 した ･
5 . CF E
- S お よ び C F E-P に関す る溶血力試験
c F Eを遠心 して えた上 清液 C F E-S お よびその沈澱
物CF E
- P の 浮遊液(CF E lOml よ りの遠心沈澱物 を
1 ml の蒸溜水に 浮遊さ せ た もの) を用い て (C F E l
客室+10%R Na se c o r eO･2容 量 +
× 2 B B M O･8容
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壷), (C F E- S l容量 十10%R Na se c or eO･2容量+ ×
2 B B MO.8容量),(C F E- P O.2容量+ 蒸潜水 0･8容
出 +10%R Na s e c o r eO.2容量十 ×2 B B M O･8容量)
お よ び (C F E- S l容 量 十C F E- P O.2容 量 + 10%
R Na se c oreO.2容量+ × 2 B B M O.6容量) な ら び に
そ れぞ れ の混合液に R Na s e c ore の代 り に蒸潜水を加
えた 4混合液 (総数8混合液) を用意し, そ れぞ れ を
37
｡
C60分間イ ン キ ュ ベ ー 卜して行 っ た 溶 血試験 の成
績は表 7 に 示 した如 くで ある. す なわ ち, 0分時で は
C F E- S に は C F E の1/1.3 の溶血活性を, C F E- P に
は 1/10～ 1/15の溶血活性 をみと めたの は先の実験と同
Table4. Relation betw e e n c o n ce ntr atio n of R Na s e c ore a nd
he m olytic a ctivity of IC H
Co n c e ntr atio n
of R Na s e core
He m olytic a ctivity(H U/ml)
In cubatio ntim e
in a mixtu re
*
O min 30 min 60min
0% 2,880 150 10
0.1% 2,880 1,360 928
0.2% 3,360 3,040 2,700
0.5% 4,800 8,760 10.560
1 .0% 4 ,640 11,200 12,288
* A miⅩture Of 2ml of C F E, 0.4 mlof R Na s e c o re s oluti n andl.6mlofx2-B B M
…
w a sinc ubated at37
0C fo r statedtim e, a ndthe nthis mixtu r e w a stested forhe m o･
lytic a ctivity.
* *
Ⅹ2-B B M: The c o mposition of x2-B B M isO.765g of m alto s e,6ml of 20% KH2-
PO.(adju stedto pH 7.O with NaO H), 12mlof 2% M gS O4･7H20 and 24mlof distil-
1ed w ater.
Table5. E ffe ct of D E A E-C ellulo s efr actio ns of R Na s e c o r e o nhe m olytic
a ctivity of IC H
Fr a ctio n s of
R Na s e c or e
He m olytic a ctivity(H U/ml)
0.4M 20
0.5M 320
0.6 M 2.1 76
1.O M 1,728
Origin al
R Na s e c o r e
8,704
CFE alo n e* 1,34 4
R Nas e c or e s oluti nァa s ap plied o nD E A E
-C e11ulos e c olu m n a nd stepwis e elutio n
W a S a CC O mPlished u slng V a rio u s c o n ce ntr atio n of NaCIs olutio n. Each elu ate w a s
liophiliz ed afterdialyse again stdistilled w ater. Fr a ctio nO.4 M w asfr a ctio n eluted
byO･4M NaCl･0･lM pho sphatebuffer(pH 7･0)･ A miⅩtuてe Of lmlof C F E,0･2rnlof
lO%fra ctio n of R Na se c ore a nd O.8mlofx2-B B Mwas l nCubated at 37
O
C fo r 2
ho urs andthenthis mixtur e w a ste stedforhem oIytl Ca Ctity.
* C F Ew a skeptunderthe c old witho ut R Na s e c o r e oritsfra ctionfo r2 ho urs.
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Table6. In触e n c e of B B M
*
o n e nha n c e m e nt effe ct of R Na se c o r e o nhe m olytic a ctivity of IC H
Hem olytic a ctivity(H U//ml)
M ediurn ln WhlCh R Nase c o r e a nd In cubationtim e
C F Ew er e mixed
O min 30min 60 min
B B M 2,220 5,120 7,04 0
B B M
de丘cientin
Malto s e 2,016 4 ,016 3,520
K H2P O4 2,128 2,4 48 1,952
MgS O4 1 , 銅0 4.01 6 5,60
K H2P O4 and MgS O4 1,600 1,600 1,080
M alto s e a nd M gS O4 1.792 3,200 3,680
M alto se a nd K H2P O4 1,680 1,920 1†24 0
Physiologicals aline 1,648 2,000 1I130
A mixtu re ｡f l.O ml｡f C F E,0.2 mloflO% R Nase c or e a nd O･8 mlof m ediu m w a sin c ubated at 37
0
C for
statedtim e, andthenthis mixtu r e w a ste sted for he m olytic a ctivity･
bB M: Be rnl1eim e r,s ba s al m ediu m
Table 7. E ffect of R Na se c o re o nhem olytic a ctivity of CF E, C F E
-S a nd C F E-P
C F E C F E-S
Co mpositio n ofa mixtu re(ml)
c F E-P
* 圭濫s e 義元























































































Hem olytic a ctivity(H U/
/
ml)
ofa mixtur ein c ubated for
O miIl. 60min.
1,856 く10









* C F E-P : C F E-P of lO mlof C F Ew a s su spe nded in l ml of dist lled w aterin this e xperim e n
t･
Table 8. E ffe ct oftry pa nblu e o nhe m olytic a ctivity of I C H, R Na se c ore
-ICH a ndstreptolysin S
M aterials
In the pre sence(+)o rthe
abs e n c eト)oftry pa nblu e He m olytic a ctivlty
IC H




R Na s e c o r e-IC H
*








* A mixtu r e ofl mi of C F E-S, 0.2 mlof lO% R Nas e c ore and O･8 ml ofx2-B B Mw a sin c ubated at 37
O
C
fo r60min ute s andthe mixtu r e w a s u s ed a sR Nas e c or e-IC H.
ス ト レ プ トリ ジ ン ー S形成 に 及 ぼ す リボ核酸の影響 に つ い て
様であ っ た が,37
0
C 60分で これ らの溶血 活性は C F E と
同様に消失し,(C F E
- S+C F E- P)の 混合液に おい て
も同じ成績であっ た- こ れ に 対 し, R Na s e c o reを加
ぇた混合液で は(C F E
- P + R Na se c o r e+ × 2 B B M)
のみが0分時で は 10H U以 下であ っ た が , 他の混合液
ではいずれ も 0分時 に お い て も R Na s e c o r eを加 えた
ことで溶血活性は増加 し, 特 に(C F E
- S + C F E- P +
RNasec or e+ × 2 BB M)での 増加 は著明で , R Nas e
c ｡r e非添加の約4倍の 溶血 活性であっ た. 37
0
C で 60分
間のイ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン に よ り, R Na s e c o r e添加混
合液は(C F E-P+ R Na s e c o r e) を含 め てす べ て溶血
活性は更に増強 した. こ の う ち増加度の最も高か っ た
のは (C F E+ R Na s e c o re+ × 2 B B M) 液であり溶血
活性の最も強か っ たの は(C F E
- S+CF E-P + R Na s e
c ore+ × 2 B B M) 液の 18,432 H U/ml で (C F E+
R Nas ec o re+ × 2 B B M) の 1.7倍で あっ た . こ れ ら
の成凄から RNa s e c o reの 添加 に よ り既存 のIC H と異
なっ た溶血物質 (以下 R Na se c o r e,IC H と称す) が
生じたと考えられ た.
6 . ICH, R Na s e c o r e-I C Hお よび S L Sの 比較試
験
(CF E- S l容量 +10%R Na s e c o reO.2容量 + × 2
BB MO.8容量) を37
0
C で 60分イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
て調製した R Na s e c o r e- IC H(12,500 H U/mi) と
IC H と して C F E-S(2,800 H U/ml) お よぴ S L S A-
I液(13,440 H U/ml) ま た は静菌法 に よ る S LS溶液
(7,680 H U/ml) に つ い て 下記 の如き比較試験 を行 っ
た.
1) トリバ ン プル ー の 溶血桔抗作用 に 関して の 比較
試験
IC H, R Na s e c o re-ICH お よ び S LS A- Ⅰの 倍下
稀釈液列各2列 を用 意 し, 1列 に は 3%人 血球浮遊液
を,他の1列に は トリ バ ン プル ー を予め 0.1% に 加えて
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お い た 3%人血球浮遊液を加 えて行 っ た比較試験の成
績 は表8の 如く , トリ バ ン プ ル ー の存在に よ っ て IC H,
R Na s e c o r e- I C H お よ び S L S A- Ⅰの溶血は い ずれ
も完全に 抑制さ れ た.
2) 熱安定性に 関す る試験
I C H, R Na se c o re
- IC H お よ び S L S A一 Ⅰの 各溶
液を 37
0
Cに 静置 して 30分, 60分お よ び2時間後 に そ

























エn c ub a七lo n tilne at 370 c (miIl u七e 8)
･･････････- ･ ･ - 一 R N a s e c o r e- ICt†
-
- - -
- 一 一 エ CIi
- ･ ･ - ･ 一 S tr ep七01ysin S A
- ェ (m9/ml)
Fig. 2. Ex perim e nt o nther m o stability of IC H,
R Na se c o re-IC Ha nd str eptolysin S
Table9. Efe ct of R Na se c o r e o nhe m olytic a ctivity of in a ctiv ated C F E
*
1 20
Inc ubatio ntim e
Ofa mixture
* *
He m alvtic . a ctivity Dilutio n of a mixtu re
(min ute s) 1:10 1:2 0 1:40 1:80 1 :160 1:320 1:640
田 * * *
30 ± 榊 +
** *
+ ±
60 =ヒ + + 十 ±
* lnactiv ated C F E
,
Which w a sprevio u slyin c ubated at37
｡
C fo r60min ute s, didn otposs e sshe m olytic a ct-
ivity
■ † A mixtu re of 2mlof in a ctiv ated C F E,0.4 mloflO% R Na se c o re a nd l.6mlofx2-B B Mw asin c ubated
at37
0




±indic ate pa rtial he m olysis; - indicates n ohe m olysis. (Co mplete he m olysisis 柵 .)
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R Na se c or e- I C Hお よび S L SA - Ⅰ は37
0
C で は時
間の経過 と共に 溶血活性 は若干減弱す る.が, RNa se
c｡ r e
- IC H で は30分で 94%, 60分で 83%, 2時間で
54% (6,370 H U/ml)の 溶血括性 を保持 して お り, S L S
A - Ⅰで は 30分で 93%, 60分 で 79%, 2時間で 74%
(9,920 H U/ml) の溶血活性を保持 し, 両者 は似た経
過 を示 した . こ れ に対しIC Hの溶血活性は 37
0
C で急激
に 減弱 し30分で 4%の 105 ⅡU/ml に, 60分で 0･2%
～ 0% に減謁し, 2時間で は完全 に 溶血瀞性を喪失し
た. 37
0
C で 60分間静置して溶血 活性が消失 した CF Eに
型の 如く R Na sec o reお よび × 2 B B M を加 え, こ れ
に 更 に A T Pを10m g/mlに 加 えて 37
0
C で静置す ると
30分で 192 H U/ml,60分で 1,024 H U/ml の溶血活性
をみ とめ た. .A T Pを加え な い C F E 十RNa seco r eで は
表9 に 示 した如く 30分お よ び 60分で 弱い 溶血 をみ と
めた が 50%溶血単位(甘U)を算定する こ と は で き なか
っ た . IC H, R Na s e c or e-I CH お よび S L S A-Ⅰを
18
｡
Cで静置すると 60分間でI C H は26%の 730 H U/ml
に , S LS で は 77%の 10,310 H U/mlに 減 弱 し, 特 に
I C Hで は そ の減弱度 は著明 であ っ た が , R Na s e c o re
-
ICH で は溶血活性 は か え っ て 増 強 して い た . ま た ,
45
｡
C 30分で はIC B は完全に 溶血活性 を喪失 し たが ,
R Na s eco re- I C H で は約 50%の 5,976 H U/ml の溶
血力価 を保持 して い た.
3)D E A Eセ ル ロ ー ズ カ ラム タ ロ マ ト に よ る比較試
験
I C H, R Na secore
- IC H お よ び静菌法に よ る S L S
液各 1 ml をそ れ ぞれ 0.1 M リン酸緩衝液(pH 7･0)

























































0 0. 1 0. 2 0. 3 0･ 4 0･ 5 0･ 6 0･ 7 0･ 8
0 ･ 9 1･ O
Fig, 3. D E A Ec ellulo se c olu m n chr om atogr aphy
of I C H
に吸着さ せた の ち, 3･Omlの 各種濃度(O M～ 1.OM)
の 塩化ナ トリ ウム 0ー･1 M リン酸緩衝液 3 mlにより段
階的 に 溶出さ せ, 各溶出液 に つ い て溶血活性比較試験
お よ び O D 2 60n m で の 吸収度を測定 した. なお この実
験操作 は全て低温下で行 っ た.
i) IC H
溶血活性 は図3 に 示 した 如く塩化ナ トリウム 濃度が
0.1 M か ら 0.6 M までの各溶出液にみ られたが,0.2 M
溶 出液が最も強力で 97 H U/ml (同分画溶出の総溶血
力価 :291 H U)と IC Hの 溶血活性の 16%が0.2 M溶
出液 に み られ た. つ い で 0.3M 溶 出液の 54 H U/ml(絶
溶血力価 160HU), 0.4 M溶出液の 44 HU/ml(総
血力価 133 H U), 0.1 M溶出液 の 18 H U/mI(総溶血
力価 54 H U), 0.5 M溶出液の 1 H U/ml(総溶血力価
4 H U)の順 に溶血 活性 がみ ら れ ル 6 M溶出液では溶
血 は認 め られ たが 1 H U/ml以下 で あ っ た . これら分画
溶出液 の総溶血力価 はI C H(1,800 H U)の 35%であっ
た .
OD 260n m で の 吸光度測定成績か ら, C F Eの 一 部は
吸着 され な か っ た が , 大部分は 吸着 され ており, 溶出
液 の OD260n m 吸収値 は0.1 M か ら漸次低まって0.4
M で谷 とな りつ い で高 ま っ て 0.5 M で ピー クを示し,
0.6 M 以後減少 し吸収曲線と溶血括性曲線とは 一 致し
な か っ た .
ii) R Na se▲C O r e- IC H
溶血活性が み られ た 溶出液は図4 に 示 した如く塩化
ナ トリ ウム 濃度が 0.3 M か ら 0.7 M まで であ っ た . こ
の う ち 0.4 M, 0 .5M およ び 0.6 M溶出液で溶血活性







































































Fig. 4. D E A Ec ellulos ec olu m n ch
rom atogr aphy
of R Na se c o r e-ICH
ス ト レ プ ト リ ジン ー S形成 に 及ぼ すリ ボ核酸の 影響 に つ い て 569
は158 H U/ml と 474 H U,437 HU/ml と 1･372 H U･
65H U/ml と 207H U お よ び 0･7 M で の 4 H U/ml と
13 H Uで, 0･5 M溶出液の溶血活性が最も強か っ た ･
また こ れ ら の 溶 出液 の 総溶血 力価 は 2,053 日U で
RNa seC O r e
- IC H の 4
･
940 H U の42% で あ っ た ･ 0･3
M, 0.8 M, 0･9 M お よ び 1
･O M溶出液 で は溶血活性
は弱く何れ も 1 H U/ml以下 で あ っ た . 溶 出液 の O D
260n m 吸収値は , 0･1 M溶出液 で 1･7 で あり , 溶媒濃
度が高く なる に つ れ て 大 き く な り 0･5 M溶出液で は
11.36 と最高値 を示 し, 以後 O D 260n m 吸収値は小さ
くなり,1.O M溶出液 で は 0･32 であ っ た . R Na s ec or e
TICH で はICH と異な り, 溶血清性曲線 と O D 260n m
疲収曲線は よく相関 して い た.
R Nase c o reを予め透析 し, D E A Eセ ル ロ ー ズカ ラ
ムク ロ マ トグラ フ ィ ー に おい て ,塩化ナ トリ ウム 0.6 M
で溶出し た0.6 M R Na s e c o reと CF E-S とで調製 し
た0.6 M R Na s e c ore
- IC H(1,344 H U/ml) の カラ
ムク ロ マ トグ ラ フ ィ ー は図5 に示 した如 く, 溶血 活性
は0.5帆 0.6 M, 0.7 M お よび 0.8 M溶出液に あ り,
最高は0.6M 溶出液の 120 E U/ml(同分画の総溶血力
価:240 H U), つ い で 0.7 M溶出液 の 60 H U/ml(総
溶血力価:120 H U), 0.5M 溶出液の 10 HU/ml(総溶
血力価:20 H U)の 順で , こ れ ら 4溶出液 の 総溶血力価
は0.6 M R Na se c o r e
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Fig･ 5･ D E A Ec e11ulos e c olu m n chr o m atogr aphy
Of O.6 M R Na s e c o re_IC H
っ た . O D 260n m 吸収値 は 0.5 M, 0.6M, 0.7 M お よ
び 0.8 M溶 出液 に 強く み られ, 特 に 0.6 Mお よび0.7
M 溶 出液で高 く それ ぞ れ 34 およ び 29で あり溶血活性
曲線 とよ く 一 致 して い た
.
iii) S L S
静菌法に よ り作製 した S LS 液(7,680 H U/ml)を透
析 したの ち カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 っ た成績 は
図6 に 示 した如く で ある. す なわ ち, 溶血活性 は 0,1 M
か ら 0.3 M溶出液に は全く み られ ず, 0.4 M溶出液か
らみられ,0.4 M溶出液で 95 H U/ml(総溶血力価 :285
H U), 0.5 M, 0.6 M, 0.7M , 0.8 M, 0.9 M お よ び
1.O M溶出液の 溶血活性お よ び総溶血力価 は それ ぞれ
1,350 H U/mlと 4,047 H U,430 H U/ml と 1,292 H U
,74 H U/ml と223 H U,34 H U/ml と 104 H U,10 H U/
mlと 30 H U お よ び 6 H U/ml と 17 H U であり, これ
ら の 各溶出液 に よ る総溶血力価 は 5,997 H Uで, S L S
液の 78%で あ っ た .
O D 260n m 吸収値は 0.1 M溶出液で 0.116 であり,
溶媒の 濃度が 高く な る に つ れ て吸収値も増加 し,0.5 M
溶出液で最高の 0.7 を示 し, 以 後溶媒洩度が高くな る
に つ れ て吸収値は減少 して 0.6 M で 0.4弛 0.8 M で
0.128, 1.O M で 0. 7 であっ た .
4)I C H, R Na s e c o re-IC H お よ びSLS の溶血括
性 に 及ぼ す各種酵素の比較影響試験
(C F E ま た は S LS A-Ⅰ溶液 1 ml+0.1% 酵素溶液
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mi+0.1%酵素溶液0･2ml)の 被検混合液 を 18
0
C で 60
分間静置 したの ち, こ れ ら に つ い て 溶血試験 を行っ た･
な お , 酵素溶液の かわ り に 0･1 M リン幣緩衝液 (pH
7.0)0.2 ml を加 え, 同様の 処置 を行っ た も の を対照と
した . 溶血試験 の成績は表 10に 示 した如 くで ある･ な
ぉ,(R Na se c o r e- ICH + 酵素溶液)の溶血単位 は C F E
- S lml当りの 50% 溶血単位 に 換算 して表示 した･
酵素溶液 を加 えな い I C E の溶血活性 は 18
0
C60分間
で 1,741 H U/mlから約 1/4 の 454 H U/mlに減 弱し,
トリプ シ ン , バ リ ダ ー ゼ , ヒ ア ル ロ ニ ダ
ー ゼお よび α
一 ア ミ ラ ー ゼ を加 えた もの で は 60分で溶血活性 の 減弱
をみ た が, その溶血活性 の減弱度は対照の溶血活性の
減弱度と ほ ぼ同 じで あり , 酵素 に よる影響 と はみ られ
な か っ た . これ に対 し キモ トリ プ シ ン を加 えた もの で
は 60分で 溶血活性は 108 H U/ml と対照の約 1/4 とな
り, キ モ ト リプ シ ン に よ る影響が み られ た･
パ パ イ ン ,
ナ ガ ー ゼ お よびプ ロ ナ ー ゼに よ っ てI C H の溶血活性は
強く減弱 し, 特 にプ ロ ナ ー ゼ で は溶血活性は完全 に 失
活 し, ナ ガ ー ゼ で は 1/100に , パ パ イ ン で は 1/9 に 減
弱した .
R Na s e c ｡ re
一 I C Hで は , 対照液 は 60分で溶血 活性
の減弱が全く み られ ずイ ン キ エ ペ
ー ト前 と 同 じ5,632
H U/mlで あっ た . トリ プ シ ン , バ リ ダ
ー ゼお よび ア ル
ロ ニ ダ ー ゼ に よっ て R Na s e c o re
- IC H の溶血活性 は
対照に比 して それ ぞ れ 1/1･5,1/1･15 お よび 1/1･27 と
僅か で あっ た が減少 し, キ モ トリ プ シ ン に よ っ て は 1/
2.2 に 減弱 した . パ パ イ ン, ナ ガ
ー ゼ , プ ロ ナ
ー ゼ お よ
び α 一 ア ミラ ー ゼ に よ っ て は対 照の 1/19, 1/140, 1/22
ぉ よび1/11 と強く減弱し これ らの 酵素に よ る影響が大
き か っ た .
S L S A- Ⅰ液 (13,44 0 H U/ml) は 18
Q
C 60分の処置
で も溶血活性 は14,427 H U/ml と減弱 はみ られず, ト
リプ ト シ ン に よ っ て も全 く影響さ れ なか っ た が, ヒア
ル ロ ニ ダ ー ゼ に より 1/1.2 の 12,000 H U/mlに減弱し
た. バ リ ダ ー ゼ お よび α - ア ミラ ー ゼ に よ っ て1/2と1/
6に 減弱 し, パ パ イ ン , キモ トリ プ シ ン , ナガ ー ゼおよ
び プ ロ ナ ー ゼ に よ っ ては著明に 影響さ れ,対照 の1/28,
1/15, 1/40 お よび 1/294 に減弱し た.
考 察
溶連菌の 菌体外溶血物質は M a r m o r ek に より始めて
1895年 に 報告 さ れ, つ い で, Weldに よ り Weld
,
s
To xin7)が 発表 さ れ, さ ら に Todd8)に よ り溶血性物質に
は酸素 に 不安定 な Str eptolysin O と酸素 に 安定な
Streptolysin S(SL S) の 二 種類が ある こ とが明 らかに
され た. S LSに つ い て は, 1940年 O ka m otol)が酵母リ
ボ核酸 を溶連薗培地 に 加 える こ とで SLS が著しく増産
す る と い う, い わ ゆ る ｢核酸効果 R N Aeffe ct｣ を発見
し, こ れ に つ い て 岡 本 ら
9･10)
, Be rnheim erら4･ln,
Koya m aら
1 2)およ び Ho soya ら
1 3)ら は多くの研究を行
な い S LS産生 に影響 を及ぼ す種 々 の 条件 ･因子など,
な ら び に S L S お よび R N A の生物 ･ 理 ･ 化学的性状な
どに つ い て 多く の知見 を発表 した . また, Herbertら
14)
は菌液に 血清 タ ン パ ク分画 を加 え る と溶血性物質が産




Tw e e n40,60 お よび80 な どの dete rge nts が存在する
と溶血性物質が産生す る こ と を報告し, こ れをStr epto.
1ysin D と名付 けた .
Table lO. E ffect of v a rio u s en zym es on he m olytic a c
tivity of IC H, R Na se c ore-IC Ha nd streptolysinS
En zym e s
Hem olytic a ctivity(H U/ml)
ICH RNas e c o re








Varidas e 4 19 4,85 6
7,40 0




Pr on a se 0 256
49
Hyaluro nida se 576
4,429 12,02 2
α
･A myla se 515
496 2 ,405
No n e* 454 5,632
14,427
Non e
* * 1,74 1 5,440
13,340
Ea ch he m olysin w a sin c ubated with v a rio us en zym e s(ea ch O･1 m g/ml)
for60 min ute s at18
0
C･
鷲 a ch he m olysin w asモn C uba
ted witho ut en zymefor 60 min ute s at 18
QC･




ス トレ プ トリ ジ ン ー S形成 に及ぼす リ ボ核酸の 影響 に つ い て
菌体内溶血物質に つ い ては Schw ab
1 7)が 1956年菌体
を超音波で破壊 した上清液に 溶血性物質が存在 す る こ
とを見出し, こ れ をintr a c ellula rhe m olysin (IC H)
と名付け, その他に Gin sbu rg ら
1 5)は溶連薗と赤血球 を
混合接触させると溶血がお こる こと を報告しこれ を c ell
bound hem olysin (C B H) と名付 けた･ こ の ように 溶
連菌の溶血怪物質 は複雑 に 分類され る に 至 っ たが , こ
れら各溶血性物質間の関係 に つ い て は全く不明で あ っ
た. つ い で, 無細胞抽出液 (C F E) に 対す る 核酸, タ
ンパクならびに dete rge ntな どの影響に つ いて研究が行
ゎれ, Mar uya m aら
1 8)





2 1)ら はそれ ぞれの 方法 に よ っ て菌体を
破壊･処理 してえ た C FE に R N A標品を加え て試験管
内で溶血性物質の 産生実験 を行っ た･ こ れ ら の 実験か
らCF E中のICH の m oiety が R N A, 血清タ ン パ ク分
画や･deterge nts な どの ca rTierに 移行結合す る こ と に
ょりそ れ ぞれ の 溶血性物質 R N A
- I C H や Strepto-
1ysinD が形成さ れ, こ れ ら形成さ れ た溶血性物質の性
掛まそ の C a rrierに よ っ て 定 ま る も の で あ り, ま た
carrierと結合 した m oiety は他の c a rrier に 移行 す る
ことが明らか に され , 各溶血性物質間の 関係 に つ い て
若干明ら か に さ れ ると 共に, R N ALIC H と S L S は非
常に類似してい る こと も 実証 され た. 本論文に お い て
もカラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー な どの実験か らも 同様の
成績がえられ てい る. し か し, R N A一I C Hに つ い て は
管内での C F E と R N A の実験 であ り, IC H と菌体外
R N A或い はS LS との 関係 に つ い て は ほと ん ど触れ ら
れてい なか っ た
.
これ に つ い て本論文で は, 増殖培地
中に RNas e c or eを加 えると培地中に は著 しい S L S の
増産がお こ る が, 同時 に I C H は減少 し, I C H と培地
R Na se c or eの濃度 と は負の相関関係 に ある成顔 をえ
た
.
これはIC Hが菌体外に 産出さ れ培地中の R Nase
COre と結合して S L S を形成する こ と を示唆す るもの と
考えられた
.
こ れ に 対 し静菌法に よる S L S産生実験で
IC上Ⅰに変化が みら れな か っ たの は, 菌体 内IC Hに比 し
て産生され たS LS が非常に 少な い ため と 解され た . ま
た, R Nas e c or e- I C HはICH に 比 し て温度 に対 して
より安定であり, また溶血活性も強い が,I C H と R Na s e
COre を作用さ せ て R Na se c o r e-I C H を調製する時,
これに C FE の 遠心沈澱物 (細胞壁な ど) を加 える と
R Nase c or e-IC Hの 溶血活性 がさ ら に 増加 した. この
ことは細胞壁な どが 何ら か の 作用 をも つ こ と を示 唆す
るもの であり, 生菌体 に よ り産生 され る S L S が管内で
形成され た R Nase c o r e-I C Hの 溶血活性 よ り強力で
あるこ とも説明で きる
. ま た, ICH が細胞壁 を通 して
菌体外に 産生さ れ ると き, -一 部が細胞壁 に ある こ と も
考えられ, これ が Gin sbu rg の い う c ell bo u nd he m o一
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lysin と 考えられ る. Cala nda rら22)は最近超遠心器 を用
い てI C H はm enbr an eに 局在す る と してお り, こ れ ら
に つ い て は更に 検討が必要で あ る.
C F Eに R Na s e c o r eを加 えな い で 温度処理す る と
I C H の失活 で C F E の溶血性は消失す るが , こ の C F E
に RNa s e c o reを加 える と溶血活性が再び認め ら れ,
こ れ に A T Pを加える と溶血力の再生が さらに 高まる こ
とは ,C F Eに はIC H の ほか に これ を合成する系か前駆
物質があ り, 合成 また は前駆物質の変換に は エ ネ ル ギ
ー･を必要と す る も ので あり, ま た, この 合成系ま た は
前駆物質 は温度 に 対し てI C H よ り安定であると考え ら
れた . しか し, R Na se c o r eが合成系を刺激促進 す る
のか , 或い は 前駆物質と して溶血性 を発揮する の か は
全く不明 で あり, さら に実験が必要である.
以上の 成績 か ら岡本に よる核酸効果 は菌体内で の合
成系 → I C H→ 細胞壁 を介して R Na s e c o r eとの結合 →
S LS 生成が想定さ れ, R Na se c o r eに よ っ て こ の反応
が さ ら に 促進 され ると 考え られ た. 従っ て単 に R Na s e
C O r eとIC H を管内で反 応させ た R Na secore - I C H と
生菌体 に よ り産生さ れ たS L S とでは一 部はカラ ム ク ロ
マ トグ ラ フ ィ ー , try pa nblu eの 影響, 涛血様式な どの
如く類似 した性状が み られ る が, 一 部で は溶血活性や
酵素に よる影響実験の如きちが い が みら れ たの は 当然
と考え られ た. す なわ ち, 各酵素に よる 実験で バ リタ
ー ゼ , キモ トリプ シ ン, トリプ シ ン に 対して R Na s e c o r e
-IC H は S LSよりもICH と似た成績を示 し, パ パイ ン,
ヒ アル ロ ニ ダ ー ゼお よび α - ア ミラ ー ゼに 対して RNa s e
C Or
･
e-IC H は S L S と似 た成績を示 してい る. この こ と
は R Na s e c o re-IC H はSLS とI C Hの 中間に 位置す
る こ と を意味 す る も の で あ り S L S はIC Hと R Na s e
C O r eの 単な る m oiety の 移行･結合に よ るもので はな い
と考え られ た. こ れ ら に つ い てさ ら に 検討が 必要で あ
る.
結 論
核酸効果に お ける リボ核酸およ びS L S と菌体内溶血
物質(I CIl)の 関係 を明らか に す るた め, 溶連菌の無細
胞抽出液 (C F E) を用 い て 実験 を行い 次の 如き成績 を
えた.
1)S L S産生溶連菌 Su 株の CF Eに はI C Hに よる強
い 溶血 活性 が み られ ,I C H とS L S産生と は逆相関関係
を示 し, R Na se c o re に よ り S L S を多量に 産生 した Su
菌のI C H溶血活性は低下し てい た.
2) CFE を R Na s e c o r eで処理 した R Na s e c o r e-
I C H は易熱性の IC Hに 比 して耐熱性となり, 溶血活性
も増強して い た. こ の 溶血 活性増強は C F Eの 遠心沈澱
物の 存在 に よ っ て 更に 強めら れた
.
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3)IC H, R Na s e c o re
- I CH お よび S L S の溶血作
用 は トリ バ ン プ ル
ー に よ っ て共 に 抑制 さ れた ･
4)D EA Eセ ル ロ
ー ズカ ラ ム ク ロ マ トに よ る実験で
は R Na s e c o r e
- ICH と S LSは似た 態度を示 し, 溶血
活性 と O D 260n m 吸収値 は相関 して い た ･
5) RNa se c o r e-I CH は トリプ シ ン , バ リ ダ
ー ゼ,
キモ トリ プシ ン に よっ てI C Hと同 じ影響 をう け, α マ
ミ ラ ー ゼ, ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ , パ パ イ ン に よ っ て S LS
と 同様な影響 をうけ た. こ れ ら の成績か ら R N
a s e c o re




5) 加熱に より失活 した C F E をR Na s e co reと A T
P
で処理 す ると溶血惰性が再び認 め られ た･
以上の成績か ら S LS産生溶連菌体内で合成さ れ! 貯
蔵さ れ たI C H が細胞壁の介在で R Na se
c o r eと結合
し, S L S と して 菌体外 に 産生さ れ, また R Na se
c o r e
は こ れ ら の過程を促進す る も の と考 えら れ た･
構を終る に臨 み, 緒始 御懇篤 な御指 導 と御校閲を賜 わ りま
した恩師正印達教授 に 衷心 より深甚 な謝 意を表します･
文 献
1) O ka m oto , H . : Uberdie ho chgr adige Steige
-
r u ng de s Ham olysinb ildu ngs
v e r m6ge n s de s
Str epto c o ccusha e m olytic u sdu r ch Nuklein sau
re･ I




2) Sa如 r ai, Y ･ , Ts血 ago s嶋 S･ , Satoh, 臥 ･
A kiba, T., Su z ukiI S ･ & Takagaki, Y ･ : Tu
m o r
inhibiting effe ct of a str epto c o cc al p
r epa r atio n
(NS CTB l16209). Ca n c e rChe m othe r･ Rep ･ Pa rt l･ ,
56, 9
- 17(1972).
3) S hoin, S･ : Studie so nthe a ntic an c e rfa cto r(S)
from gr o up A strepto c o c ci Pa rt
l･ Isolatio n and
fr a ctio n ation ofc ell
- fr e e extr a ctfr o m streptolysln
S - for ming strepto c o c ci･ Ga n n, 67,66
卜 667(1976)･
4) Be r nheim er, A ･ W ･ & Rodba rt･ M ∴
T he
effe ct ofn ucleic a cids a nd of c a rbohydr ates on the
f｡ rm atio n of str eptolysin . J. Exp･ M ed･, 88, 149~
168(1948).
5) Be r11heim e r, A ･ W ･ : For m atio n ofabacterial
toxin(str eptolysinS)by r e sting c ells･ J･ Exp･ Med･ ,
90, 373
- 392(1949).
6) S hoin , S･ : On the stabilizing efEect of silv er
s alts upo n str eptolysin S■ Jpn ･ Exp･ Medリ 24,13-19
(1954).
7) W eld, J. T. : T he to xic prope rtie s of seru m
e xtr a cts of he m olytic strepto o c ci･ J･ Exp. Med.,
59, 83
- 96(1 934).
8) Todd, E . W ･ : T he differentiatio n of
●
tw o
distin ct s e rol gic alvarietie s of str eptolysin O and
str eptolysin S. J. Pathol･ Bacteriolリ 47, 423- 445
(193乳
9) O ka m oto , 軋 , S boin , S ･ , Eo sbim Ⅶr a, S. &
S himi2:u, R∴ Studie s o n the a ntic a n c er a nd
str eptolysin S-fo r ming a ctivitie s of he m olytic
strepto c o cci. Jpn , Jt M icr obiol･ , 11, 323
- 336(1967).
10) O ka m oto, H . S hoin , S･ & Eo shim n ra, S.:
Streptolysin S
- fo r ming and a ntitu m ou r activities
of gr o up A strepto c o c ci, p2 59
- 289･ 血 J.
Jelja s z e wic z & W adstr8m (ed･), Ba cterialto xins
a nd c ellm e mbr a n e s, Acade mic Pre s s, Lo ndo n,New
Yo rk, Sa n Fr e an cisc o,1978･
11) Be rnheim er, A ･ W ･ :Str eptolysins and their
inhibitors, p19
- 38. 血 M . M cCa rty(ed･), Sterpto･
c oc c al infe ction s, Univ e rsity Pre s s, Ne w York,
19 54.
12) Koya m a, J. , Soka w a, Y ･ & Ega mi, F･:
Chemic aln atu re and bio synthe sis ofstreptolysinS
'
.
Bio che 汀LZ. , 338 206
- 216(1963)･
13) Hos叩 a, S. , Haya sbi, T･ , Ho m m a, Y･ , 馳 a mi,
F. , S him o m u r a, M & Yagi, Y ･ : Studies o nthe
he m olysln Of he m olytic strepso c oc ci Pa rtII The
he m olysln Obtain ed by shaking a
mixtu re of
he m olytic strepto c occi with n u cleic a cidsolution･
Jpn . J. Exp. Med. , 20,25-36(1949)･
14) He rbe rt, D . & Todd, E･ W ･ : The o xy gen
.
stable ha e m olysln Of gro up A hae rn 01ytic strep
to･
c ｡ C Ci(streptolysin S). Br. J. Exp･ Pathol･ ,25,242
,
254(1944).
15) Gin sbu rg, Ⅰ･ & Gr o ss o wic z, N ･ : A c el卜
bo u nd hem olysin of gr o up A str eptoc o c Ci･ Bu
ll･
Re s. Co u n. Isra el, E7, 237-246(1958)･
16) Gin sburg, Ⅰ∴ Str eptolysin S･ p99-171･ In T･
c. M ontie, S. Kadis & S. J･ Ajl(ed･), M icr obial
toxin sVolu m elII, Ac ade mic Pr es, Ne w Yo
rka nd
Lo ndo n, 1970.
17) Schw ab, J･ H･ : Anintr a cellularhe m oly
sinof
gr o up A strepto c o cci I･ Influ e n c e
of s o nic e nergy





18) Ma ryu a m a, Y ･ , S 聯 i, S ･ & Eg
a mi, F･:
Fo r m ation ofstr epolysin Sby str eptoc O C C alp
r ot(1･
ス ト レ プ トリ ジ ン ー S形成 に及 ぼす リ ボ核酸の 影響 に つ い て
plasts･ Na
tu re, 184,8 32
- 833(1959)･
19) Koshim u ra , S ･ & Shoin, S･ ‥ Expe rim ental
a ntic an c erStudie sPa rt 1
3 0n the streptolysin S-
synthetizing a nd a
ntic a n c er a ctivitie s of c el 卜 fre e
e xtra ctfr o mliving he m olytic strepto c o c ci･ Ga n n,
51,309
- 318(1960)･
20) Taketo , A■ & Taketo , Y∴ Bio che mic al
studiesinstreptolysin S fo r m atio n･ Ⅰ･ Sstreptolysin
S for m ationin c ell fr e e syste m･J･ Bio che m･ , Tokyo,
573
56, 552-561(1967).
21) Cala ndr a, G. B. & Ogin sky, E. L. : Cellula r
StreptOlysin S
-
r elated he m olysin s of gr o up A
Str eptO C O C C uS C203S. Infe ct. Im m u n., 12, 13
- 28
(1975).
22) Cala ndr a, G. B. & Cole, R . M . : Me mbr a n e
a nd cytopla s mic lo c atio n of streptolysin S pre･
C u rS O r. Infe ct. Im m u n., 31, 386- 390(1981).
Efftc of Ribo n u cleic Acido nStゆ tolysin S Fo m atio n Yo sh ino ri =ayashi, Departm e nt
Of･Phar m ac olog y, Scho ol of Medicin e, Kan az aw aUniversity, Kan aza w a, 920p J. Ju z e nMed.
Soc.,91, 561【 57 3(1982)
Key w ords:Hem olytic streptoc o cci, Intra c ellularhe m olysin, Streptolysin S, R N A
A もs血act
h tr a c ellula r he m olysin (IC H) fo und in c ell fre e extr a ct(C F B) of str eptolysin S･fo rming
Str ePtO C O C Ci ho m oge niz ed by Br a u n
,
s c e11 ho m oge niz e rde c r ea s ed by ad dition of ri bo n u clease -
reshta nt fr a ctio n(R Nase cor e) of R N A to a c ultu r e m ediu m , in in v e rse proportio nto thein-
Cre aSe Of extr a c euula r produ ctio n of streptolysin S(S L S). Hem o&tic a ctia vity ｡f I C Hw as
enha n ced abo ut 5 tim e sby inc ubating C F Eat 3 7
O
c with R Na sec o r ein the Be rnheim e r
,
sba sal
m edium;this tr e atm e nt might m ake a c o mplex of R Na s e c o r epIC Hdue to atransfe r of the
POiety of I C H to R Na s e c o r e, aS had alr e ユdy be en r epo rted･ T he he m olytic a ctivity w as furthe r
enhanc ed by ad ditio n ofpr e cipitates(c ellw alls etc･) of str epto c o c c al ho m oge nates. The be>
havio r in c olu m m chro m atography a nd the the r m o- Stability of R Nase co r e>I C Hrese mbled
thos eofS L S
,
but diffe red fro m those ofI C H･ Fu rther m o r e
,
the he m olytic a ctivity ofR Na s e
COr e-IC Hw a sde c r e ased as m u ch a sS L S by tre atm e nt with hyalu r o nida s e o rα一 a mylase, bothof
Which didn ot affe ct IC H at al 1･ On the othe rhand
,
the hem olytic a ctivity ofbot h R Nas e c o r e-
IC Hc o mplex a nd IC Halo n e w as simila rly affe cted by v a rida s e, Chym otry psin a nd try psln,
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0
c, the hem olytic a ctivity w a s obse rv ed aga ln, Sugge Sting that he m olysin w a s n ewly synth&
Sked
･ T he pres e nt r es ults c o nfirm ed t hat SLS ap pe a r ed to be pr odu c ed extr ac ellularly by
making a c o mple x ofI C H, Synthesiz ed a nd po oled in the c o c c al body, With R Na s ec o r e u nde r
padicipation of c ellw aus etc･
,
re Sultingin a m a rked e nha ncem e ntof bothhem olytic a ctivity a nd
therm ひ Stabihty･ R Nase c o r e w a s a ssu m ed to stim ulatethe synthe sis of he m olysin .
